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摘  要 
腺苷酸转移酶（adenine nucleotide translocase; ANT）是一种线粒体双功能
蛋白，又称作 ADP/ATP 载体（ADP/ATP carrier; AAC），具有催化 ADP 和 ATP
在细胞质与线粒体内膜之间交换以及调节细胞程序性凋亡的功能，因此 ant 基
因对能量代谢及生长发育都有着至关重要的作用。秀丽小杆线虫的基因组编码
四个 ant 基因（ant-1.1，ant-1.2，ant-1.3，ant-1.4），本文重点研究的是 tag-61
（ant-1.1）以及作为 tag-61（ant-1.1）旁系同源物的 r07e3.4 基因。另外，在哺
乳动物细胞中 ANT 基因与 nurr77 和 p53 有相互作用，参与到细胞凋亡中，因
此我们想知道在 C.elegans 中是否 ANT 基因也与 nurr77 的同源物 nhr-6 有相互
作用，因此本文选取了 C.elegans 中核受体家族成员 nhr-6 基因和 p53 家族的
p53/cep-1 基因，通过分子克隆、蛋白表达、RNAi、免疫荧光定位、Western blot
以及免疫共沉淀等方法研究了 ANT 蛋白与 NHR-6 以及 p53/CEP-1 的相互作用
和关系。另外通过 clustalX 和 Bioedit 软件分析了这几种线虫中的蛋白与人和小
鼠的同源蛋白序列的相似性情况。 
本文首先用 RNAi 的方法研究了这几种基因沉默后对三种线虫虫株 N2、
daf-2（e1370）和 daf-16（e1038）寿命的影响，结果发现 tag-61 RNAi 后对寿命
无显著影响；r07e3.4 RNAi 后会使 N2、daf-16（e1038）寿命缩短，使 daf-2（e1370）
寿命延长；nhr-6 RNAi 后使 N2 寿命缩短，daf-16（e1038）寿命延长，而 daf-2
（e1370）寿命不变；p53/cep-1 RNAi 后只是延长 N2 的寿命，而对 daf-2（e1370）
和 daf-16（e1038）寿命无影响。 
通过 RNAi 我们发现，tag-61、r07e3.4、nhr-6 会造成肠道内脂肪颗粒的增




腺中表达更多一些，另外 R07E3.4 在部分胚胎细胞中围绕细胞核呈花环状分布， 
R07E3.4 可能参与到了细胞凋亡的过程中。 
为了进一步研究这四种基因对寿命的影响原因，半定量 RT-PCR 以及















和 daf-16（e1038）虫株中的表达情况以及 DAF-2 和 DAF-16 在干扰虫体内的表
达情况。结果发现 TAG-61 不参与线虫寿命的调节，尽管 Western blot 未发现
TAG-61 与 DAF-2 有显著的相互作用，但半定量 RT-PCR 检测到在 daf-2（e1370）
中 tag-61 的表达下降，说明 DAF-2 是 TAG-61 表达必需的；R07E3.4 参与了线
虫寿命的调节，半定量 RT-PCR 检测结果表明 daf-16 和 daf-2 对 R07E3.4 的表达
都是必需的；NHR-6 参与到寿命的调控，并且 Western blot 结果显示与 DAF-16
蛋白相互抑制；CEP-1 的减少可以延长线虫寿命，半定量 RT-PCR 检测到在 daf-2
（e1370）中 cep-1 的表达下降，说明 daf-2 是 CEP-1 正常表达所必需的，cep-1
缺失造成的寿命延长依赖于 DAF-2，daf-2 不存在时则 cep-1 对寿命的延长作用
消失。 
在蛋白相互作用的研究上，发现TAG-61是R07E3.4表达所必需的，R07E3.4
对 NHR-6 有抑制作用。CEP-1 对 TAG-61 有抑制作用，而对 NHR-6 和 R07E3.4
则有促进作用，同时，Co-IP 的结果表明在 DAF-16 缺失的情况下促进了 CEP-1
与 NHR-6 和 R07E3.4 的相互作用。 
















Adenine nucleotide translocase (ANT) is a mitochondrial bifunctional protein 
and it also called ADP / ATP carrier (AAC) which has the function of catalyzing 
ADP / ATP exchange between mitochondrial and cytoplasm and regulating the cell 
apoptosis. Therefore, ant genes play a vital role in energy metabolism, growth and 
development. Caenorhabditis elegans genome encodes four ant genes (ant-1.1, 
ant-1.2, ant-1.3, ant-1.4) and this paper focuses on the tag-61 (ant-1.1) and r07e3.4 
which as a paralogous gene of tag-61 (ant -1.1). In mammalian cells, ANT interact 
with p53 and Nurr77 involved in apoptosis, so we want to know whether the ANT in 
C.elegans also interact with the Nurr77 homologus NHR-6. Therefore, nhr-6 and 
p53/cep-1 were selected for investigation. The interactions and relationships between 
ANT proteins, NHR-6 and p53/CEP-1 were studied by molecular cloning, protein 
expression, RNAi, immunofluorescence, Western blot and immunoprecipitation. In 
addition, clustalX and Bioedit softwares were used to analyze the indentity of those 
proteins between C.elegans and human, mouse. 
The effects of four genes on lifespan of N2, daf-2 (e1370) and daf-16 (e1038) 
were studied by RNAi. There was no significant effect on lifespan of three stains by 
tag-61 RNAi; the lifespan of N2, daf-16 (e1038) were shortened and the lifespan of 
daf-2 (e1370) were lengthened after r07e3.4 RNAi; the lifespan of N2 were 
shortened and the lifespan of daf-16 (e1038) were lengthened after nhr-6 RNAi, but 
the lifespan of daf-2 (e1370) didn’t change after nhr-6 RNAi; and the lifespan of N2 
were extended, while the lifespan of daf-2 (e1370) and daf-16 (e1038) did not 
change after p53/cep-1 RNAi. 
In addition, we found that the intestinal fat particles in the worms increased 
after tag-61, r07e3.4, nhr-6 RNAi, which were consistent with their functions 
involved in energy metabolism. At the same time, we found that the development of 
vulva in the nematode was abnormal and resulted in significant decline in fecundity 
by tag-61 RNAi, but the expression and localization of DAF-16:: GFP was not 















Immunofluorescence localization of these four proteins revealed that they 
widely distributed in the body of nematode, and there were more localization in adult 
gonads. Especially, R07E3.4 presented a ring structure around the nucleus in the 
cytoplasm of blastomeres in the embryo, which indicated R07E3.4 might be 
involved in the apoptosis.  
To further study the mechanism of lifespan change caused by the four genes 
RNAi, semi-quantitative RT-PCR and Western blot were used to detect the 
expression of TAG-61, R07E3.4, NHR-6, p53/CEP-1 in N2, daf-2 (e1370 ), daf-16 
(e1038) and the expression of DAF-2 and DAF-16 after those four genes RNAi. The 
results showed that TAG-61 was not involved in the lifespan regulation in nematode, 
but the results of semi-quantitative RT-PCR indicated that TAG-61 was regulated by 
daf-2 in the mRNA level, although the Western blot showed the expression of 
TAG-61 did not change significantly in daf-2 mutants; R07E3.4 was also involved in 
the lifespan regulation in nematode, its expression was also required the activity of 
the DAF-2, and TAG-61 is required for R07E3.4 expression; NHR-6 participated in 
the lifespan regulation and the Western blot showed that NHR-6 suppressed with 
DAF-16 mutually and daf-2 is also required for NHR-6 expression, but R07E3.4 
suppressed the NHR-6 expression; reduction of CEP-1 in nematode could extend the 
lifespan of N2. The results of Western blot showed that the expression of CEP-1 was 
did not change in daf-2 and daf-16 mutants compare to wild type worms, though the 
result of semi-quantitative RT-PCR indicated the transcripts of CEP-1 was decreased 
in daf-2(e1370).  
    The results of protein interaction suggested that TAG-61 is required for the 
expression of R07E3.4; NHR-6 was suppressed by R07E3.4, and CEP-1 suppressed 
TAG-61, while CEP-1 promoted the expression of NHR-6 and R07E3.4. Co-IP 
results showed that the interaction of CEP-1 with NHR-6 and R07E3.4 could be 
promoted in the case of daf-16 loss.  



















科学家 Sydney Brenner 作为一种模式生物来研究胚胎发育及遗传学等问题，如
今这种小的土壤线虫已经成为研究各种生物及医学问题的非常重要的模式系统




图 1-1 在 22 度下线虫的生活史 
Fig.1-1 C.elegans life cycle at 22˚C 
（引自Altun and Hall, © Wormatlas） 
 
1 C.elegans中与线粒体能量代谢有关的几个ant基因的概述 




















（adenine nucleotide translocase; ANT）是一种线粒体双功能蛋白，又称作
ADP/ATP 载体（ADP/ATP carrier; AAC），一方面催化 ADP 和 ATP 在细胞质
与线粒体内膜之间进行转换（图 1-2）；另一方面参与调节细胞程序性凋亡[13-15]，
因此 ant 基因对线虫的能量代谢及生长发育都有着至关重要的作用。 
 
图 1-2 ADP/ATP 载体作为通道在线粒体和细胞质之间联通了磷酸盐转移的网络 
Fig. 1-2. The ADP/ATP carrier as a gateway, inter-relating the phosphate transfer networks 
in the two mitochondrial and the cytosolic compartments. 
（引自 M. Klingenberg 1976） 
 
ANT 家族属于线粒体载体家族（mitochondrial carrier family; MCF) ，从较
低等的真核生物到高等的脊椎动物中都有数种 ANT 异构体存在。以人的为例，
人有四种 ANT 的异构体，分别是 ANT-1、ANT-2、ANT-3、ANT-4，每一种都
有不同的组织特异表达方式。ANT-1 存在于骨骼和心脏肌肉中，ANT-4 在肝脏、





















为是 ATP 受用蛋白，与同为线粒体载体家族成员的核苷转运子（nucleotide 




图 1-3 以酵母为例的 AAC 结构模型，包含了 6 个穿膜螺旋和 3 个重复结构域 
Fig.1-3 The 6 transmembrane helix and 3 repeat domain model of AAC exemplified with 
yeast AAC (yAAC2). 
（引自 M. Klingenberg 1994） 
 
线虫 C.elegans 的基因组编码四个 ant 基因：ant-1.1（tag-61），ant-1.2
（tag-194），ant-1.3，ant-1.4（tag-316），其中 ant-1.1 和 ant-1.2 分别位于染
色体Ⅲ和Ⅰ上，ant-1.3和ant-1.4都位于染色体Ⅳ上。C.elegans的ant-1.1、ant-1.2、
ant-1.3 基因在另外两种线虫 C.briggsae 和 C.remanei 中也有同源物，而 ant-1.3
和ant-1.4这两个新产生的基因副本可能是在物种进化中来自这三种线虫共同的
祖先[21]。线虫编码的这四个 ANT 蛋白与人的 ANT 蛋白有 75%到 80%的相似性，

















ANT-1.2::GFP 在缝隙细胞中的信号只在 L1-L2 期幼虫中被发现。ANT-1.3::GFP
的 GFP 信号发现存在于胚胎延长期的肠道和胚胎的前端部分，而且在幼虫的发
育阶段都有发现，但是在成虫中只存在于一对头部神经元中，ANT-1.4::GFP 则
与 ANT-1.3::GFP 的表达一致[21]。对 ANT 异构体定位的研究初步表明了它们在
线虫中的表达有不同的细胞类型和阶段，同时这些发现表明了不同的线虫组织
在生长发育过程中对 ADP/ATP 的需求不同。四种异构体不同的表达范围是因
为 ANT 蛋白决定了 ATP/ADP 在线粒体和细胞质之间的流动性，而不同异构体
的表达方式正好可以调节这种流动性。而且不同的 ATP/ADP 转运能力对于线
虫应对不同环境条件（如厌氧或者高氧情况）都是极为重要的[21]。 
近些年来一些研究数据表明，ANT 蛋白不只是在转运 ADP/ATP 上起作用，
例如人的 ANT1 和 ANT3 过度表达后会引起细胞凋亡[22]，ANT2 则抑制凋亡，
而 ANT4 能够在不影响线粒体网络和呼吸链的情况下促进细胞的生长[23]；而对
C.elegans 中的四种 ANT 异构体的功能研究发现，只有 ANT-1.1 在经 RNA 干扰
之后会表现出虫体身长缩小和寿命延长效应，它对线虫的胚胎发育和胚后发育
都是必需的[21]。 
1.2 C.elegans中tag-61(ant-1.1) 基因的概况 
C.elegans 中 ant-1.1 也叫做 tag-61，其基因全长 1335bp，由四个外显子和
三个内含子组成（图 1-4）。5’非翻译区为 69bp，起始密码子在 70~72bp 处，
开放阅读框总长度为 900bp，共编码 300 个氨基酸。 
ant-1.1 编码了 C.elegans 中四个线粒体腺苷酸转运酶之一，ANT-1.1 被预测
参与了 ADP/ATP 在细胞质和线粒体中的交换。通过观察 ANT-1.1::GFP 融合蛋
白的表达情况，发现 ANT-1.1 在体壁肌肉细胞、大部分神经系统、咽、肠道、
生殖腺鞘细胞、顶端细胞以及真皮细胞（除了侧面的缝隙细胞）都有表达，说
明 ANT-1.1 是一种广泛表达的蛋白[21]。有研究表明， ant-1.1 表达的改变将会
对线虫产生显著的影响，如胚胎致死、发育停滞、不育等[21]，这些结果都说明
了线粒体蛋白 ANT-1.1 对线虫发育很重要。从另一方面说，线粒体参与胚胎发





















亡途径中 ANT-1.1 与 CED-4 和 CED-9 都有相互作用，而后者的这种相互作用
是可以被 EGL-1 的存在所打乱。生化分析表明 ANT-1.1 能够形成二聚体，这说
明 ANT-1.1 可能通过二聚体或者寡聚体的形式行使调节细胞凋亡的作用[25]。 
 
图 1-4 线虫（tag-61）基因结构 
黑框代表外显子，白框代表 UTRs，折线代表内含子 
Fig.1-4 Genomic structure of C.elegans (tag-61) 
Black boxes represent exons encoding protein. White boxes represent UTRs. The lines 
between the exons represent introns. 
（引自 Min Hu, 2007） 
1.3 tag-61 的旁系同源物r07e3.4 基因的概况 
作为 tag-61（ant-1.1）的旁系同源物，r07e3.4 也是编码线粒体 ADP/ATP
载体蛋白的基因。R07E3.4 被称作 C.elegans 假想蛋白，目前对该蛋白的研究不
多，只有在少数几篇文章中提到了关于 R07E3.4 RNAi 的效果[26-28]，实验中并未
发现胚胎及幼虫致死，生长缓慢，后代不育等表型。 
R07E3.4 基因全长 1278bp，由六个外显子和五个内含子组成，开放阅读框
为 897bp，编码 298 个氨基酸，其基因结构如图（图 1-5）。该基因的功能、定
位等都有待进一步的研究和证实。 
 
图 1-5 R07E3.4 基因结构图 
蓝色框代表外显子，灰色框代表 UTRs，折线代表内含子 
Fig.1-5 Genomic structure of R07E3.4 
Blue boxes represent exons encoding protein. Gray boxes represent UTRs. The lines 
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